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Damage to chromatin, the genetic component of spermatozoa seems to play an important
role in human infertility. This factor is rather underestimated, though methods for evaluation
of sperm chromatin integrity are available. In this study, we compared semen quality in men
assigned to two defined groups: men from couples with unexplained infertility (idiopathic
infertility) and young men with no experience of infertility. There were smokers and
nonsmokers in both groups. All semen samples were examined by standard ejaculation
analysis and by using Sperm Chromatin Structure Assay (SCSA) for measurement of DNA
damage. This is the only method that gives thresholds for determination of infertility in
relation to chromatin integrity. Sperm chromatin damage was significantly higher in men
from the first group than in the second group. The same result was obtained by comparison
of normozoospermic samples from both groups. We did not confirmed a clear relation
between smokers and their examined semen parameters from both groups. There is also no
evidence for relation between standard sperm parameters and degree of DNA breaks.
According to these results, we assume that chromatin disorders can be the causal factor of
infertility. SCSA is a convenient method that facilitates the identification of infertile men
with normal sperm parameters. Unfortunately this method is very expensive and inaccessible
for medical practice. In the future, it is neccesary to chart and find the context between
infertility and genetic abnormalities of sperm. Then it will be possible to make some
preventive precautions which would eliminate negative consequences of sperm
abnormalities on the conception and enhance the probability of healthy newborn births.
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1. UVOD

1.1. Definice idiopatické sterility

V soucasné dobé€ poruchou plodnosti trpi asi 15% parti. Ve 30-50% ptipadu je pficina
na stran¢ muze (Maduro a Lamb, 2002), piiblizn€ stejny podil tvoii pfiiny na stran¢ Zeny a
nejméné u poloviny pfipadi shledavame pfi¢inu jak na strané¢ muze, tak na strané¢ Zeny
(Seshagiri, 2001). Idiopaticka sterilita (sterilita, jejiz pfi¢inu neni moZno soucasnymi
vySetfovacimi technikami a postupy vysvétlit) se vyskytuje ptiblizné u 10% z téchto part,
ale toto Cislo je znac¢né variabilni v zavislosti na zvoleném vySetfovacim algoritmu. I
samotna definice idiopatické sterility je velice Sirokd a mize se do znacné miry piekryvat
s jinymi definovanymi skupinami, protoze fada déji souvisejicich se vznikem téhotenstvi je
v dnesni dob¢ dosud nejasna.

V bézné praxi se tedy za idiopatickou sterilitu paru poklada takova, kde parametry
charakterizujici kvalitu semene muze jsou v mezich normy ur¢enych WHO (“WHO
laboratory manual for the examination of human semen and cervical mucus interaction,
fourth edition. Cambridge University Press, Cambridge, 1999”), u zeny se nenalezne zadny
anatomicky ani fyziologicky defekt v jejim reprodukénim systému a hormonalni profil,

imunologicky screening a genetickd vysetieni obou partnert jsou v norme.

1.2. Hodnoceni kvality semene

Kvalita semene muze je rutinné¢ hodnocena celkovou koncentraci spermii v 1 ml
ejakulatu (min. 20 mil/ml), dale procentem pohyblivych spermii (50% a vice motilnich
spermii) a kvalitou jejich pohybu (progresivni x neprogresivni), morfologii spermii (15% a
vice morfologicky normalnich spermii) a koncentraci pfidatnych bunécnych elementi
(spermatidy, spermatocyty, leukocyty, erytrocyty, bakterie, epitélie, atd.). Pro zhodnoceni
spravné funkce gonad je méfen objem ejakulatu (2-6 ml), jeho pH (7,2-7,8), viskozita a je
hodnocena mira a rychlost kolikvace (zkapalnéni) ejakulatu. Déale mize byt hodnocena
naptiklad vitalita spermii ¢i biochemické slozeni semenné plazmy. Vedle klasickych
pristupi hodnoceni ejakulatu existuje fada barvicich technik a funkénich testti hodnoticich
kvalitu semene z riznych dalSich hledisek, které jsou vyuZzivany hlavné ve veterinadrnim

Iékafstvi a pro plemenitbu hospodaiskych zvifat, ale v humanni mediciné jsou spiSe
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vyzkumnou a pro praxi zatim okrajovou zaleZitosti. Jednou z pficin tohoto stavu je rychly
rozvoj mikromanipulac¢nich technik (ICSI — intracytoplasmatic sperm injection into oocyte),
umoznujicich fertilizaci oocytli s minimalnim poctem spermii ziskanych z ejakulatu nebo
piimo chirurgicky z epitelu varlat ¢i z nadvarlete a néasledné vylouceni neperspektivnich
embryi béhem vyvoje pomoci preimplantacni genetické diagnostiky (PGD - preimplatation
genetics diagnosis) v procesu in vitro fertilizace (IVF).

Pouhy spermiogram bohuzel neni stale schopen odhalit asi 30% ptipadi muzské
neplodnosti (Evenson a kol., 2002). Pfi¢in neplodnosti u muze je mnoho. Jednou z nich je i
geneticka abnormalita spermii, kterd se mize podilet na idiopatické sterilité¢ paru (Seshagiri,
2001). Hodnoceni kvality genetického materidlu spermii neni v klinické praxi zatim pfili$
bézné.

Pokud se k nému pfistoupi, mohou byt hodnoceny strukturalni abnormality a pocty
jednotlivych chromosomil v jadrech spermii, kdy jejich nadbytek nebo nedostatek vede ke
vzniku aneuploidnich neperspektivnich embryi. Tyto abnormalni spermie mohou vznikat
béhem spermatogeneze jako dusledek nestandardniho poctu ¢i netypické chromosomalni
struktury v karyotypu jejich nositele nebo se mohou vytvaret de novo.

Na druh¢é strané¢ muize byt pohlizeno na genetickou kvalitu spermii hodnocenim
integrity jejich chromatinu, kterd musi byt zachovana pro spravnou funkci spermii po
oplozeni. Odchylky od normalu v obou piipadech maji jednozna¢ny dopad na fertiliza¢ni

schopnost jedince.

1.3. Struktura chromatinu lidskych spermii

Béhem spermatogeneze haploidni chromatin spermii prochazi zdsadnimi zménami.
Nejprve jsou témet vSechny histony nahrazeny tranzitnimi proteiny a potom protaminy
(Meistrich a kol., 2003). Protaminy jsou malé (50-57 aminokyselin v fetézci), vysoce
bazické proteiny bohaté na arginin (40-47%) a cystein (8-18%). Diky protaminiim se DNA
spermii stdva vysoce kondenzovanou a odolnou vii¢i mechanickému poskozeni (Tateno a
kol., 2000). Maximalni kondenzace chromatinu ma své opodstatnéni a umoznuje pienos
paterndlniho genomu do oocytu v ptivodnim neposkozeném stavu. Nasledné zmény v této

struktufe vedou kiniciaci a regulaci paterndlni genové aktivity v Casnych stadiich



embryonalniho vyvoje (Haaf a Ward, 1995). Spravnd kondenzace chromatinu je tedy
podminkou fertilizacni schopnosti spermie (De Jonge, 2002).

Vazba protaminti na DNA je velmi pevna a sta¢i DNA do prstencovych utvarti, kde
kazdy prstenec obsahuje ptiblizné¢ 50 kb DNA (Tateno a kol., 2000). Paradoxné¢ DNA ve
vazbé s protaminy je ndsledné daleko méné spiralizovana nez DNA s histony v somatickych
bunkach (Ward a kol., 1989; Ward, 1993). Je dilezit¢ poznamenat, Ze ne vSechny histony
jsou ve zralé spermii nahrazeny protaminy. Pfiblizn€ 15% histonti zistava zachovano (Aoki
a Carrell, 2003). Né¢ktefi autofi uvadi, ze lidské spermie maji histony pfitomny pfedevsim na
telomerach (Gineitis a kol., 2000; Zalensky a kol., 2002). Jini autofi se domnivaji, ze histony
jsou lokalizovany v mistech, kde se DNA dotyka MARs (matrix attachment regions)
(Pittoggi a kol., 2000; Wykes a Krawetz, 2003b). Neni tedy zcela jasné, které casti
chromatinu maji zachovany histony, ale je jednozna¢né, ze vymeéna proteinti neni komplexni.
Patologické naruseni procesu vymény histonli za protaminy béhem spermatogeneze vede
k nedokonalé reparaci zlomii v DNA a tim k poSkozeni integrity chromatinu (Manicardi a
kol., 1995). Rovnéz snizeny obsah protamint vede ke sniZeni ochrany genetického materidlu
spermie a v duisledku snizené hustoty kondenzace DNA k nestabilit¢ a citlivosti
k denaturacnimu stresu (de Yebra a kol., 1993).

Chromatin spermii je pravdépodobné organizovan do smycek, které jsou uchyceny na
nukledrni matrix podobné jako v somatickych buiikach (Sotolongo a Ward, 2000; Ward a
kol., 2000; Schmidt a kol., 2001). Kazdy protaminovy prstenec je spojen touto smyckou
(linker) s dalsim protaminovym prstencem (Sotolongo a kol., 2003). Tyto smyc¢ky obsahuji
ptiblizn€ 50 kb stejné jako protaminovy prstenec. Tato spojovaci mista, kterd jsou ,,odkryta®,
jsou pravdépodobné hlavnim kandidatem pro mozné poskozeni DNA (Ward a kol., 1989).

Vyse popisovany model chromatinové struktury spermii vytvari tedy tfi mozna mista,
kde mtize byt DNA poskozena. Prvnim a nejpravdépodobnéj$im mistem jsou zmifiované
spojovaci oblasti mezi protaminovymi prstenci. Struktura téchto oblasti neni dobie znama,
podle nékterych autori obsahuje protaminy (Sotolongo a kol., 2003), podle jinych histony
(Wykes a Krawetz, 2003a; Martins a kol., 2004). Tyto useky chromatinu zfejmé obsahuji
aktivni mista, ktera jsou spojena s nuklearni matrix (Spadafora, 1998). Pokud by tato aktivni
mista byla obdobna jako u chromatinu somatickych bun¢k, potom by byla funkéni oblasti
DNA spermii (Pienta a kol., 1991). Jestlize by platila tato hypotéza, detekce zlomii DNA
v téchto oblastech by byla dostate¢nym markerem vyjadiujicim vztah k infertilite.

Druhou moZnou oblasti jsou chromatinova vldkna nachazejici se na povrchu

protaminovych prstencl. Pfitomné protaminy zfejmé mohou siln€ inhibovat aktivitu DNA
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polymerdzy, takze poSkozeni v téchto mistech jsou velmi tézko detekovatelna. Tretim
mistem jsou chromatinovéd vldkna nachézejici se uvniti protaminovych prstenct. Ta jsou
zcela obklopena sousednimi protaminovymi vldkny a nejsou piistupna zadnym enzymim,

pokud je prstenec kompaktni.

1.4. Mechanismy vzniku chromatinovych zlomii

Porozuméni mechanismiim, kterymi vznikaji chromatinové zlomy, ma klinicky
vyznam pro humanni medicinu pravé proto, Ze jejich pfitomnost ¢asto koreluje s muzskou
infertilitou. V soucasné dob¢ byla publikovéana celd fada praci zabyvajicich se hypotézami
puvodu téchto zloml. Moznosti vzniku zahrnuji jednak abortivni apoptézu spermii (Sakkas a
kol., 2003), nekompletni opravu zlomil indukovanych topoizomerazou II pfi vyméné histonti
za protaminy (Sakkas a kol., 1999; Marcon a Boissonneault, 2004), pfitomnost dalSich
endogennich nukledz, které mohou byt aktivovany za riznych podminek a které jsou
normalné nezbytné v procesu spermatogeneze (Maione a kol., 1997; Sotolongo a Ward,
2000; Sotolongo a kol., 2003, 2005) a tvorbu volnych reaktivnich kyslikovych radikalt
(ROS — reactive oxygen species), které mohou zptisobovat DNA zlomy zralych spermii
(Aitken a kol., 2003; Muratori a kol., 2003).

ROS zahrnuji fadu metaboliti, které vznikaji zejména redukci kysliku. Patii sem
predevsim superoxidovy aniont (Oy’), radikaly typu peroxylu (ROO"), peroxid vodiku (H,O;)
a hydroxylové radikaly (OH), i kdyZ se pod touto zkratkou rozumi celd fada dalSich
reaktivnich molekul. I volné radikaly odvozené od dusiku hraji vyznamnou roli v reprodukci
a fertilizaci. Tvorba ROS nehraje roli pouze v patologickych procesech, ale je dulezitou
soucasti biochemickych cest majicich centralni tillohu v regulaci bunéénych funkci.

Tyto volné radikdly obsahuji atom nebo molekulu s nesparovanymi elektrony, které
jsou vysoce energeticky nabité a hledaji jiné volné elektrony vhodné ke sparovani. Proto jsou
velmi reaktivni a maji schopnost modifikovat strukturu mnoha riznych molekul zahrnujicich
proteiny, lipidy 1 nukleové kyseliny, ¢imz poskozuji jejich piirozenou funkci. Naptiklad
peroxidace lipidd plazmatické membrany mize vést ke ztrat€é motility spermii, protoze
dochazi ke zméné¢ jeji struktury a pruznosti, kterd se projevi poruchou funkce biciku. Dale
poskozeni integrity membrany muze vést k poruse funkei zavislych na membranové aktivité
jako je fize spermie-oocyt ¢i akrozomalni reakce (Jones a kol., 1978; Aitken a kol.,

1993a,b).



1.4.1. Oxidativni stres

Oxidativni stres je i hlavni pii¢inou poskozeni DNA lidskych spermii. Rada studii
ukazuje, ze snedostateCnou kondenzaci chromatinu jadra roste vnimavost spermii
k oxidativnimu posSkozeni, a ze spermie s jiz naruSenou DNA jsou citlivéjsi k mozZnosti
dal§iho poskozeni piisobenim H,O, a radiacniho zafeni (McKelvey-Martin a kol., 1997;
Hughes a kol., 1998). Piivod ROS, a tedy i oxidativniho poskozeni, mize byt rGzny. V prvni
rad¢ jsou ROS produkovany leukocyty, které kontaminuji v ur¢itém mnozstvi kazdy vzorek
semene. Z nich nejzasadnéjsi efekt maji neutrofily a makrofagy, které v aktivnim stavu
produkuji volné radikély a poskozuji spermie v zavislosti na jejich koncentraci (Aitken a
kol., 1995). Zalezi tedy na typech leukocytl, na stavu jejich aktivace a ptivodu (Aitken a
Baker, 1995). Pokud leukocyty pochazi ze sekundarnich pohlavnich organi jako je prostata
nebo semindlni vacky, jejich schopnost zptsobit oxidativni poSkozeni, je zanedbatelna.
Volné radikaly jsou neutralizovdny pfirozenymi antioxidanty pfitomnymi v semindlni
plazmé (Aitken a Baker, 1995; Sikka a kol., 1995, Aitken a kol., 1996). Jestlize leukocyty
maji ptivod ve vas deferens, v testes nebo v epididymis, potom ROS jimi produkované maji
dostate¢né mnozstvi piilezitosti k poSkozeni spermii a jejich DNA. BohuZzel neni mozné
detekovat jednoznacné pivod semindlnich leukocytl, takze jejich patologicky vliv na
spermie v jednotlivych ptfipadech je t¢Zko hodnotitelny.

Pokud mnozstvi leukocyti v ejakulatu piesahne hodnotu 1 mil/ml, je nalez
oznacovan jako leukocytospermie. Relativné hodné muzii vykazuje leukocytospermii bez
jinych ptiznaklh (Wolf, 1995). Muzi se symptomatickymi genitdlnimi infekcemi maji
obvykle leukocytospermii. Naopak leukocytospermie neni spolehlivy ukazatel
asymptomatické urogenitalni infekce (Barratt a kol., 1990). Leukocytospermie byla
pozorovana v asociaci se zvySenou koncentraci nezralych bun€k v ejakulatu. Aktivace
leukocytlh mé zfejmé klicovou roli ve vztahu k zanétu a neplodnosti. Cytokiny produkované
leukocyty poskozuji funkei Sertoliho bun€k, coz miize narusit proces spermatogeneze a tim
zvysit podil nezralych forem v ejakulatu.

Dalsim potencialnim zdrojem ROS jsou samotné spermie (Aitken a West, 1990;
Aitken a kol., 1992; Iwasaki a Gagnon, 1992). Jejich produkce je disledkem defektnich
funkci spermii. Je potvrzena jednoznacnd korelace mezi mnozstvim ROS (detekovanych
pomoci chemiluminiscence), peroxidaci lipidi plazmatické membrany a DNA poskozenim

spermii (Aitken a kol., 1993b; Gomez a kol., 1998). Oxidativni stres miize mit také ptivod uz



v zarode¢né linii jako disledek nedostatecné aktivity pfirozenych antioxidantli v muzském

reprodukénim traktu (Sharma a Agarwal, 1996).

1.4.2. PoSkozeni DNA spermii a Zivotni styl

Poskozeni DNA spermii mize mit i jiny ptivod. Muze byt disledkem fady faktort
jako je v€k (Singh a kol., 2003), povolani (Olshan a Mattison, 1994; Knight a Marrett,
1997), kouieni (Ji a kol., 1997) nebo piitomnost nékterych typii nadort (Kobayashi a kol.,
2001). Tyto faktory pak mohou mit negativni vliv na zdravi potencidlnich potomka diky
pfenosu poskozené DNA spermii do zygoty behem fertilizace. V soucasné dobé¢ existuje fada
dikazi vyjadiujicich zifejmou souvislost mezi nartistem incidence onemocnéni jako jsou
rakovina, schizofrenie nebo dominantni genetické mutace u déti muzi se zvySenym podilem
poskozené DNA spermii v souvislosti s vékem, Zivotnim stylem ¢i zaméstndnim (Lewis a
Aitken, 2005). Frekvence spontannich mutaci v muzskych zarode¢nych bunikéch je extrémné
nizka, proto vznik patologie je spiSe dusledkem aberantniho opravného mechanismu
poskozené DNA nez diisledkem pifimého prenosu mutace ze zarodecné buinky na potomka

(Aitken, 1999; Aitken a Marshall Graves, 2002; Aitken a kol., 2004).



2. METODY

2.1. Metody hodnotici integritu chromatinu spermii

Bylo vyvinuto mnoho metod hodnoticich strukturu chromatinu spermii s cilem urcit,
zda je mozno najit souvislost mezi nékterymi piipady idiopatické sterility a poskozenim
chromatinu spermii. Poskozeni DNA spermii se nemusi nutné¢ promitnout piimo do jejich
morfologie a motility, ale spiSe redukuje schopnost spermii fertilizovat oocyty a mize
inhibovat nasledny embryondlni vyvoj (Haaf a Ward, 1995). Abnormality v sam¢im
geonomu mohou vést bud’ k odumieni zygoty zahy po oplozeni (Sakkas a kol., 1999) anebo
k Casnym abortiim (Evenson a kol., 2002).

V posledni dob¢ byla publikovana fada praci popisujicich a hodnoticich tyto techniky
a jejich vztah k fertilit¢ (De Jonge, 2002; Evenson a kol., 2002; Agarwal a Said, 2003;
Sakkas a kol., 2003; Spano a kol., 2005). Mezi tyto techniky patfi naptiklad TUNEL
(terminal deoxynucleotidyl transferase-mediated deoxyuridine triphosphate-nick and
labeling assay), In situ translation assay, COMET assay nebo SCSA (sperm chromatin
structure assay). Posledni zminovand metoda byla pouzita jako stéZejni pro hodnoceni
integrity chromatinu spermii v ptilozené praci a je popsana nize. Jednotlivé metody se lisi
zejména tim, zda jsou schopny detekovat jednofetézcové (ss) nebo dvouretézcové (ds) zlomy
DNA, a dale ve kterych mistech slozité chromatinové struktury jsou schopny tyto zlomy
oznacit (tedy zda jsou schopny odstranit histony a protaminy zvazby na DNA, které

znemoznuji piistup k poskozenému chromatinu).

Metoda TUNEL je =zaloZzena na navazani deoxyuridin trifosfatu (dUTP)
prostfednictvim na templatu nezdvislém enzymu terminal deoxynukleotidyl transferazy
(TdT) na volné 3’OH konce DNA fetézce a vytvarejici na tomto konci poly-U prodlouzené
useky (Sgonc a Gruber, 1998). Tyto inkorporované nukleotidy jsou znaceny biotinem a
nasledn¢ detekovany fluorescencénimi protilatkami. TUNEL detekuje jak ss tak ds zlomy, ale
nedokaze odstranit z vazby na DNA ani histony ani protaminy (Sakkas a kol., 2002; Marcon
a Boissonneault, 2004).

Metoda In situ nick translation pracuje na podobném principu jako TUNEL. Zde jsou
inkorporovany biotinem znacené¢ dUTP na ssDNA zlomy pomoci na templatu zavislém

enzymu DNA polymerazy 1. Podobné jako TUNEL nedokaZe odstranit z vazby na DNA



protaminy ani histony. Ob¢é metody tedy detekuji zejména zlomy ve spojovacich mistech
mezi protaminovymi prstenci.

COMET assay (Ostling a Johanson, 1984) vyuziva elektroforézy pro analyzu DNA
zlomt jednotlivych spermii. Tato elektroforéza probiha na sklicku v tenké vrstvé agardzy.
Béhem této metody jsou odstraiiovany vSechny protaminy a histony z vazby na DNA, ¢imz
je umoznéna detekce zlomi i zjinak kompaktnich DNA prstencti. Pokud probihéd tento
proces v alkalickych podminkach, je mozno detekovat ss i ds zZlomy DNA. Volné fragmenty
DNA migruji k pozitivni elektrodé a vytvaii obrazec podobny ocasu komety. Vysledkem
této metody je detekce celé¢ fady zlomd, ale bez moznosti ur€eni jejich chromosomalni
lokalizace. Né&ktefi pacienti s poruchou struktury nukledrni matrix spermii mohou byt
charakterizovani velkym podilem DNA zlomii detekovanych prave touto metodou (Barone a

kol., 2000).

2.2. Sperm chromatin structure assay (SCSA)

Analyza integrity chromatinu spermii pomoci pritokové cytometrie byla poprvé
popséna vroce 1980 (Evenson a kol., 1980). Pozdéji byla dal§imi autory testovana a
analyzovéana (Ballachery a kol., 1987; Ahlering a kol., 2003; Larson-Cook a kol., 2003).
Tato metoda vyuziva kyselé (pH=1,2) nebo tepelné castecné denaturace DNA spermii, které
obsahuji ss 1 ds DNA zlomy. K denaturaci nedochazi v mistech chromatinovych prstenct,
protoze béhem této metody neprobiha enzymatické odstranéni protamind z vazby na DNA a
v mistech DNA, které neobsahuji zlomy, protoZze ty jsou intaktni k denaturacnim
podminkam. Nésledn¢ jsou jadra spermii oznacena akridin oranzi, u niz dochazi po navazani
k metachromatickému posunu, ssDNA zlomy jsou obarveny cervene, dsSDNA zlomy zelené
po ozafeni monochromatickym laserovym modrym svétlem o vinové délce 488 nm.
Kondenzovany chromatin nevaze dobie akridin oranz (Evenson a Jost, 2000), a proto jsou
spermie, jejichz DNA zlstdva po denaturaci kondenzovéna, separovany pritokovym
cytometrem. Pomér Cervené zbarvenych spermii k celkovému poctu zbarvenych spermii
(zelené + Cervené spermie) se oznacuje jako DFI (DNA fragmentation index) a vyjadiuje
stupent poSkozeni DNA. Po analyze ejakuldtu se na vysledném cytogramu objevi nékolik
populaci bunék. Vedle hlavni populace spermii s nedetekovanym DFI (populace bunck
s neposkozenym chromatinem), je pfitomna populace spermii s poruSenou integritou

chromatinu s detekovanym DFI o urcité velikosti, dale populace nezralych forem spermii
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(zejména spermatid), které vykazuji 5x nizsi stupeit kondenzace chromatinu nez zralé formy,
a proto jsou vysoce barvitelné a oznacuji se jako HDS populace (high DNA stainability
cells). V ptipad¢ infekce urogenitalniho traktu muze je metoda schopna detekovat i
specifickou populaci bakterii ¢i leukocytt.

V klinické praxi ma hodnota DFI vypovidajici hodnotu pro stanoveni urovné
infertility in vivo. Rozsahlé studie, které se zabyvaly integritou chromatinu ve spermiich,
daly postupné zaklad pro stanoveni hranic DFI, které umoziuji kategorizovat stupeit
poskozeni chromatinu ve spermiich. DFI 0-15% odpovida vysokému, 16-29% stiednimu a
vice nez 30% velmi nizkému fertilizacnimu potencidlu (Evenson a kol., 2002). U muzi
majicich obsah HDS nad 15% dochazi k vyznamné niZ§i fertiliza¢ni schopnosti pfi IVF
(Ahlering a kol., 2003). SCSA je v souc¢asné dobé nejlepsi metodou pro predikci ispéSnosti
asistované reprodukce zahrnujici zejména fertilizaci oocyti a implantaci embryi (Larson a

kol., 2000; Januskauska a kol., 2001).



3. ORIGINALNI PUBLIKACE

3.1. Komentar k originalni publikaci

Rybar R., Markova P., Veznik Z., Faldikova L., Kunetkova M., Zajicova A., Kopecka V.,
Rubes J. (2009) Sperm chromatin integrity in young men with no experiences of

infertility and men from idiopathic infertility couples. Andrologia 41 (3):141-149.

Uvedena publikace vznikla ve spolupraci Vyzkumného tstavu veterinarniho 1ékatstvi
(VUVL) vBrné s centrem asistované reprodukce Sanatoriem ART s.r.o. v Ceskych
Bud&jovicich. Ustav veterinarniho lékaistvi poskytl do této studie kontrolni skupinu - vzorky
semene mladych muzl, univerzitnich studentd, ktefi doposud neméli prokazanou fertilizacni
zkuSenost. Sanatorium ART nashromézdilo béhem dvou let sperma muzi z infertilnich pard,
kde cas a ani opakovana vySetfeni neprokdzala zddnou zifejmou pficinu jejich snizené
fertility (standardni vySetfovaci algoritmus).

K hodnoceni integrity chromatinu spermii pro tuto publikaci byla pouzita jiz vySe
zminéna metoda Sperm chromatin structure assay (SCSA). Provedeni vSech vySetieni za
pouziti pratokového cytometru, jako zédkladniho pfistroje pro tuto metodiku, bylo umoznéno
Vyzkumnym tstavem veterinarniho 1ékafstvi, v jehoz majetku se pfistroj nachazi. Kone¢né
statistick¢é hodnoceni jednotlivych méfeni bylo stanoveno za pomoci softwaru vytvotreného
pro hodnoceni vysledka ziskanych z SCSA (viz. publikace) zakoupeno taktéz Vyzkumnym
ustavem veterinarniho lékaftstvi.

Vedle této metody byly dale vSechny vzorky spermatu muzl infertilnich parQ
barveny riiznymi barvicimi technikami a mira poSkozeni chromatinu spermii byla odecitana
vizualné¢ pod mikroskopem na zakladé vysledkli téchto barveni. Nékteré barvici techniky
byly provadény na pracovisti Sanatoria ART v Ceskych Budgjovicich v andrologické
laboratofi, nékteré na Oddé¢leni genetiky a reprodukce ve vySe uvedeném tUstavu v Brné.
Vsechny vzorky byly odecitdny a hodnoceny pomoci mikroskopu Zeiss Axioplan II v
Entomologickém tstavu BC AV CR v Ceskych Budgjovicich. Ziskané vysledky nejsou
zahrnuty v této praci a mély by se stat zakladem pro studii o korelaci pouzivanych metod

v hodnoceni integrity chromatinu spermii.
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3.2. Abstrakt publikace pro zkrdcenou verzi rigorozni prace

Damage to the genetic component of spermatozoa seems to play the main role in a majority
of cases where current approaches fail to reveal the specific cause of male infertility. In this
study, we compared semen quality in men assigned to two defined groups; men from couples
with unexplained infertility — idiopathic infertility (A) and young men with no experiences
of infertility (B). All samples were examined by standard ejaculate analysis and sperm
chromatin structure assay (SCSA). Sperm chromatin damage was significantly higher in men
from group A than in those from group B. Similar results were obtained by comparison of
men from group A (all men were normozoospermic) with normozoospermic men from group
B. According to these results, we can suppose that chromatin disorders may be the causal
factor of subfertility or infertility in some of these men. No evidence for a strong association
between chromatin disorders and standard parameters of ejaculates was found. We failed to
confirm a relationship between smoking and sperm quality in men from any of the
investgated groups. SCSA is a method that facilitates the identification of infertile men who

otherwise show normal semen variables.
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4. VYSLEDKY A DISKUZE

4.1. Poruchy integrity chromatinu spermii a jejich podil na idiopatické sterilité paru

Spravna kondenzace a integrita chromatinu jadra spermii spolu s haploidnim po¢tem
vSech chromosomi jsou nutnym genetickym piedpokladem pro uspé€Snou koncepci a
nasledny embryonalni vyvoj. Integrita chromatinu spermii, jako marker stanoveni fertility, je
mnohem vice citlivéj$Sim parametrem nez pouhé stanoveni zdkladnich hodnot spermiogramu
(Rubes a kol., 2005). I u zdravych muzi s normalnimi hodnotami spermiogramu mohou byt
zakladni podminky integrity genomu poruSeny a mohou byt jednou z pfiin neobjasnéné
sterility. AC naSe prace potvrdila, ze jak koncentrace, tak motilita byla v pfipadé muza
z infertilnich part celkové nizs$i nez u kontrolni skupiny, pofdd se hodnoty pohybovaly
v mezich normy stanovené WHO.

Nase prace prokazala statisticky vyznamny rozdil mezi hodnotami DFI v ptipadé
muzu z infertilnich part (vyssi DFI) a kontrolni skupinou (niz$i DFI), a to pokud Slo o
srovnani jak normospermik, tak i v pfipadé¢ abnormalnich spermiogramt, které byly také
soucasti kontrolni skupiny. Ve skupiné infertilnich para byl statisticky vyznamny vétsi podil
muzu s vy$s§im DFI (DFI > 30%) nez u kontrolni skupiny. Hranice mezi stfednim (m-DFI) a
vyssim (h-DFI) byla stanovena experimentalné¢ (Evenson a kol., 2002) a my jsme ji v nasi
praci akceptovali. Toto rozdéleni ma zejména diagnosticky a prognosticky vyznam pro
stanoveni muzské fertility. DFI > 30% je povazovéano za velmi zavazné poSkozeni genetické
informace spermii a je spojené jednoznacné s muzskou sterilitou (Evenson a kol., 2002).

Dalsim sledovanym parametrem byla hodnota HDS, jehoz hranice byla navrzena na
15%, kdy rapidné klesa uspésnost fertilizace in-vitro (Virro a kol., 2004). V tomto parametru
jsme neziskali Zadné statisticky vyznamné rozdily mezi sledovanymi skupinami. Stejné tak
hodnoty pfesahujici 15% v obou skupinach byly zastoupeny rovnomérné. Dokonce
v kontrolni skupiné byl podil muzt s hodnotami HDS >15% vys$si nez ve sledované skupiné
infertilnich muza, tento rozdil vSak nebyl statisticky vyznamny.

Soucasti nasi studie bylo i1 srovnani sledovanych hodnot (standardni hodnoty
ejakulatu, integrita chromatinu — DFI, HDS) mezi kutéky a nekufaky, kteti byli zastoupeni
v obou skupinach ve stejném poméru. NaSe prace nepotvrdila zadny statisticky vyznamny
rozdil ani v jednom parametru. Podobné zavéry byly jiz publikovany jinymi autory (Oldereid
a kol., 1989; Sergerie a kol., 2000). Je ale pravdépodobné, Ze bude zdlezet na intenzité

koufeni (Chia a kol., 1994) a Ze koufeni bude do urcité miry ovliviiovat hodnoty
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spermiogramu a miru integrity chromatinu (Lopez Teijon a kol., 2007). Nicméné, vyssi mira
poskozeni chromatinu byla pozorovana stejné jak u kurakt tak u nekutfdkd z obou nami
sledovanych skupin.

Déle jsme se zabyvali vztahem mezi mirou poskozeni integrity chromatinu spermii a
zakladnimi parametry ejakulatu jako je koncentrace, motilita a podil patologickych forem.
Na toto téma byla publikovéana cela fada praci, které jsou v§ak mnohdy zna¢né kontroverzni
a se zcela rozdilnymi zavéry. NaSe vysledky ukdzaly méné jednoznacny vztah mezi
hodnotami DFI a motilitou spermii, nez vysledky nékterych jinych autorti (Zini a kol.,
2001a; Apedaile a kol., 2004; Payne a kol., 2005; Song a kol., 2006). Stejn¢ tak nebyl
prokazdn vztah mezi procentem morfologicky abnormdlnich spermii a hodnotou DFI
podobné jako u jinych autorti (Zini a kol., 2001a; Apedaile a kol., 2004; Song a kol., 2006).
Na druhou stranu jsme potvrdili nizkou korelaci mezi DFI a koncentraci spermii, stejn¢ jako
dalsi autofi (Richthoff a kol., 2002; Song a kol., 2006).

Na zaklad¢ dosud publikovanych dat a naSich vysledkd, I1ze vyslovit hypotézu, Ze ve
skupiné pari s idiopatickou sterilitou bude s nejvétsi pravdépodobnosti ur¢ity podil zdravych
muzi s normalnimi hodnotami spermiogramu, avSak se zvySenym podilem spermii
s poskozenym chromatinem, ktery muze byt pfic¢inou jejich infertility, opakovanych
spontannich abortli partnerky ¢i opakované neuspéSnych IVF cyklh. V pfipad€ pari
s idiopatickou sterilitou, 1é¢icich se metodami asistované reprodukce, by se vzdy mélo mimo
jiné pomyslet i na moznou souvislost s poSkozenim integrity genomu spermii. Neplodny par
by mél byt vtomto sméru informovan a mélo by byt zajiSténo patiicné vySetfeni pro

stanoveni vySe rizika a predikce Gspésnosti in vitro fertilizace.

4.2. Osud infertilnich pari ze studie

Jelikoz jsem mapovala infertilni pary pro tuto studii pomémé dlouhou dobu,
sledovala jsem jejich osud az do konce, kterym bylo bud’ narozeni zdravého ditéte, ukonceni
1éCby pro opakované neuspéchy nebo opusténi naseho zdravotnického zatizeni a tedy dalsi
osud paru byl nezndmy. Zaznamendvala jsem si veSkeré parametry a Udaje, které jsem
béhem 1écby paru na naSem pracovisti ziskala. SnaZzila jsem se najit dalsi faktory, které by
mohly ovlivnit pfipadny uspéch ¢i netspéch paru a uvédomovala jsem si, ze nikdy nemohu
zachytit vSechny faktory, jako napiiklad psychicky stav jedince ¢i celé rodiny. Nasledné

jsem si zapisovala vysledky jednotlivych stimulacnich cykli a vSe jsem se pokousela
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statisticky vyhodnotit. I kdyZ tyto vysledky nejsou néplni této rigordézni prace, povazuji za
zajimavé je zde alespon okrajove zminit.

Ze sledovanych infertilnich part 81,5% dosahlo do konce roku 2010 uspésné
gravidity a porodilo dité. Gravidity bylo u téchto parti dosaZzeno bud’ spontanni koncepci, po
intrauterinni inseminaci nebo po in vitro cyklu(ech). V této skupiné bylo 1x porozeno dité po
intrauterinni inseminaci s nezachycenym Downovym syndromem. Pfiblizn¢ 10,9% para
opustilo nase zafizeni bez udani divodu a 7,6% skoncilo s 1é€bou pro opakované neuspéchy.
Za zminku stoji, ze 1 muz s vysokym DFI (38,5%) a HDS (24,5%) byl nakonec uspésny a
partnerka po prvnim stimulovaném in vitro cyklu porodila zdravé dité. Na druhou stranu
koutici muz s DFI 31% odesel se svou partnerkou po 3 letech netispéchu z naseho centra se
zadosti o adopci. Ve skupiné opakované neuspésnych part se ale vyskytli i1 jedinci s DFI
14,9% a HDS 10,2% nebo DFI 12% a HDS 3,2%. Velice zajimavym vysledkem byla i
spontanni gravidita Zeny, jejiZ partner mé&l DFI 68,4%.

Na zéklad¢ téchto vysledkil se 1ze domnivat, Ze stanoveni kritickych hodnot DFI a
HDS je do zna¢né miry pouze teoretické a prediktivni. Hlavni ulohu hraje s nejvétsi
pravdépodobnosti ¢as a souhra vSech parametrti nezbytny pro GspéSnou fertilizaci. Je tedy
ziejmé, Zze muz s vysokym stupném poskozeni DNA a normalnim spermiogramem bude
potfebovat delsi Cas a vice prilezitosti na zplozeni zdravého potomka a Ze s urcitou
pravdépodobnosti se vlastniho potomka nedockd. Pokud bude ale kvalitné zmapovéana
souvislost mezi infertilitou paru a genetickym poskozenim spermii, bude mozno zvolit uré¢ita
preventivni a metodologickd opatieni, ktera by eliminovala disledky negativniho vlivu
tohoto stavu na koncepci a zvy$ila zmifiovanou pravdépodobnost poceti zdravého potomka.
Mezi tato preventivni opatfeni, kterd jsou jiz bézn€ doporucovana infertilnim param, patii
napiiklad eliminace nevhodného Zivotniho stylu, urogenitalnich infekci, koufeni, expozice
nebezpeénym latkam Ci zafeni.

Déale je mozno pfistoupit napfiklad k preventivnimu podévani antioxidantl ¢i
vyuzivat oplozovaci metody ICSI (intracytoplazmaticka injekce spermie do vajicka) pfi
zvySenych hodnotach HDS. V krajnich ptipadech je mozno vyuzit i sperma darce, které je

nekdy jedinou moznosti k ziskani uplné rodiny.
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